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Péptido Similar al Glucagdn Tipo 1 (GLP-1) en el Intestino
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Like-PepTiDeE-1 (GLP-1) IN THE INTESTINE OF ALPACA

César Hidalgo P.t, Maria Vasquez C.*® Boris Lira M., José Rodriguez G.?

RESUMEN

El presente estudio tuvo por objetivo inmunolocalizar la distribucién de las células
enteroendocrinas L, productoras del péptido similar al glucagon (GLP-1), en el intestino
de alpacas. Se utilizaron 36 crias de alpaca de 0-45 dias de edad y adultas, distribuidas en
siete grupos etarios. Se tomaron muestras de intestino delgado y grueso que fueron
procesados mediante inmunohistoquimica, empleando el anticuerpo monoclonal anti-
GLP-1. Se conté el nimero de células positivas por eje cripta-vellosidad de cada porcién
intestinal en cada animal. En el grupo de recién nacidos (RN), el yeyuno fue la porcion
que contenia mas células L, mientras que en los demas grupos fue en el yeyuno e ileon.
Respecto a la ubicacidn, en el duodeno se aprecia un aumento sostenido de células L a
partir de los 8 dias. EI mayor nimero de células L en el yeyuno y el ileon se present6 en
los grupos etarios de RNy 35-45 dias de edad, respectivamente, mientras que en el ciego
y en el colon se observo en el grupo de animales adultos. Se concluye que las células L
en alpacas se encuentran presentes desde el nacimiento, mayoritariamente en yeyuno e
ileon.
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ABSTRACT

The aim of this study was to immunolocalize the distribution of producer
enteroendocrine cells of glucagon-like peptide (GLP-1) on the epithelial intestine of alpacas.
A total of 36 young (0-45 days old) and adult alpacas were used and distributed in seven
age groups. The intestinal samples were processed by immunohistochemistry using an
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anti-GLP-1 monoclonal antibody. Positive cells were counted in 15 crypt-villus axis of
each intestinal portion in each animal. In the group of newborns (NB), the jejunum was
the portion containing more L-cells, while other groups are in the jejunum and ileum.
Regarding location, the duodenum showed a sustained increase of L-cells from day 8.
The largest number of L cellsin the jejunum and ileum occurred in the age groups of NB
and 35-45 days of age, respectively, while in the cecum and colon was observed in the
group of adult animals. It is concluded that L-cells in alpacas are present from birth,

mainly in the jejunum and ileum.
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INTRODUCCION

Las alpacas son los camélidos domésti-
cos de mayor importancia en la economia de
los Andes del Peru. La crianza de estos ani-
males, a veces en asociacion con ovinos,
constituye el principal medio de utilizacion
productiva de extensas areas de pastos natu-
rales en las zonas alto andinas, donde no es
posible la agricultura y la crianza exitosa de
otras especies de animales domésticos. Los
camélidos convierten con eficiencia la vege-
tacion nativa de estos ambientes en carne y
fibra de alta calidad; ademas, sus pieles y
cueros tienen maltiples usos industriales y
artesanales (Ifiiguez y Alem, 1996).

Las alpacas, como otras especies ani-
males, especialmente en la etapa de lactacion,
son susceptibles de sufrir afecciones que les
pueden conducir a la muerte de no recibir la
cantidad necesaria de energia en su dieta, o
a causa de trastornos en el metabolismo de
los carbohidratos (Esquerre et al., 1976,
1979). Asimismo, diversos estudios en ma-
miferos han demostrado que el desarrollo de
la mucosa y del sistema inmune intestinal
depende del alimento consumido y de su ca-
lidad, asi como de la implantacion de la flora
bacteriana, ya que el animal nace con un sis-
tema digestivo estéril (Ogra y Welliver, 2008).
La alta mortalidad de la alpaca en su etapa
posnatal podria disminuirse si se conociera
con detalle el desarrollo funcional del tracto
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intestinal de las crias, especialmente en la
parte absortiva de sustancias como la gluco-
sa, asi como de la regulaci6on de la
homeostasis energética. Es importante indi-
car que las patologias que cursan con morta-
lidad en los primeros dias de vida, se obser-
van mayormente en el tracto digestivo
(Novoa y Flores, 1991; Ramirez, 1991;
Rosadio et al., 2012).

El péptido similar al glucagdn tipo 1
(GLP-1, por sus siglas en inglés) tiene como
funcion principal, potenciar la secrecion de
insulina estimulada por glucosa y mejorar la
biosintesis de insulina a través de la induc-
cion de la expresion del gen de insulina
(Drucker et al., 1987; Fehmann y Habener,
1992). También estimula la somatostatina e
inhibe la secrecion de glucagén (Orskov et
al., 1988). La activacion del GLP-1R aumen-
ta la masa de células a través de la estimula-
cion de la proliferacion y la neogénesis y la
inhibicion de la apoptosis de las cdulas
(Drucker 2003; Li et al., 2003). EI GLP-1
gjerce estos efectos a través de un GPCR,
un miembro de la familia de receptores
glucagon-secretina (Thorens et al., 1993), que
se expresa ampliamente en los islotes
pancreaticos, cerebro, corazon, rifién y tracto
gastrointestinal (Thorens et al., 1993; Cam-
pos et al., 1994).

En humanos, las células que presentan

inmunoreactividad al GLP-1 han sido detec-
tadas desde el yeyuno proximal hasta el rec-
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to, con el uso de un anticuerpo monoclonal
especifico para el C-terminal de GLP-1
(Eisselle et al., 1992). Un gran ndmero de
células en el intestino del cerdo y del huma-
no se encuentran en el yeyuno distal y en el
ileon, mientras que en las ratas, la mayor
densidad celular se da en el ileon. La marca-
cion ha sido asociada especificamente a las
células enteroendocrinas L de la mucosa in-
testinal, sobre todo en la parte basal, donde
se ha encontrado un aumento continuo de la
densidad (células/mm? de superficie) de las
células inmunorreactivas desde la porcion
proximal hacia la distal del colon, inclusive
determinando un gran ndamero celular en el
recto; variando la densidad de las células
inmunorreactivas al GLP-1, segln las espe-
cies en un orden caracteristico: ratas, cerdos
y el hombre (Eissele et al., 1992).

Se ha demostrado que los camélidos
sudamericanos, a diferencia de otras espe-
cies, presentan la habilidad de mantener al-
tas concentraciones de glucosa en sangre
desde el nacimiento (Esquerre et al., 1976,
1979); sin embargo, ningun estudio ha podi-
do demostrar su distribucion intestinal y su
rol en la etapa postnatal. Debido a esto, el
presente estudio tuvo por objetivo
inmunolocalizar la distribucién de las células
enteroendocrinas L, productoras del péptido
similar al glucagén (GLP-1), una incretina de
gran importancia debido a su funcién
reguladora de la glucemia.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se llev6 a cabo en comunida-
des alpaqueras de los departamentos de Puno
y Cusco, Per(, a una altitud superior a los
3800 metros sobre el nivel del mar; donde
las alpacas eran criadas en similares condi-
ciones de manejo y alimentacion. El proce-
samiento de muestras y resultados se realizd
en el Laboratorio de Fisiologia Animal de la
Facultad de Medicina Veterinaria, Universi-
dad Nacional Mayor de San Marcos, Lima,
Peru.

Rev Inv Vet Perd2015; 26(3): 373-380

Se utilizaron 36 crias de alpacas
Huacaya de O (menores a 24 h de nacidos) a
45 dias de edad y alpacas adultas. Los ani-
males se encontraban en aparente buen es-
tado de salud. La edad de los animales se
confirmd con los registros zootécnicos pro-
porcionados por los duefios de los animales
de las comunidades alpaqueras. Todos los
animales fueron considerados de descarte por
los comuneros y estaban destinados al con-
sumo humano. El manejo de los animales se
realizé de acuerdo a la Guia para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio (National
Academy Press, 1996, Washington, DC,
EEUU).

Los animales fueron distribuidos en gru-
pos etarios (0, 1-7, 8-15, 16-21, 27-34, 35-45
dias, y adultos). Fueron sacrificados con una
sobredosis de solucién anestésica de
pentobarbital sddico al 6.5%, via vena yugu-
lar. Luego, se incidié y se procedi6 a tomar
muestras de 3 a 5 cm de longitud de la zona
media de duodeno, yeyuno, ileon, ciegoy co-
lon, las cuales fueron lavadas con formol
tamponado al 10% en la zona de la luz intes-
tinal. Las muestras fueron guardadas en fras-
cos plasticos conteniendo formol tamponado
al 10% por un minimo de 48 h, antes de su
traslado al laboratorio de la ciudad de Lima.

Las muestras fueron reducidas con ayu-
da de hojas de afeitar a un tamafio aproxima-
do de 0.5 cm de longitud, conservando la for-
ma circular del intestino. Se colocaron en
capsulas debidamente identificadas y se la-
varon con agua corriente durante seis horas.
Una vez procesadas, fueron incluidas en pa-
rafina, cortadas a un grosor de 5 pum y colo-
cadas en laminas portaobjetos embebidas en
Poly-L-lysina (Sigma, EEUU). Las laminas
fueron desparafinadas, hidratadas a diferen-
tes grados de alcohol e incubadas en metanol
al 3% H,0, a temperatura ambiente con el
fin de inhibir la peroxidasa endogena. La re-
cuperacion antigénica se realizo por irradia-
cién de microondas a 750 W en citrato
buferado (pH 6.0) por dos veces de 5 min.
Las uniones no especificas fueron bloquea-

375



C. Hidalgo et al.

das con albumina sérica bovina (BSA) al 1%
(Santa Cruz Biotechnology, EEUU) por 30
min. Las laminas se incubaron durante toda
la noche a 4 °C con el anticuerpo primario
monoclonal de raton anti-GLP-1 (Santa Cruz
Biotechnology, EEUU). Se incub6 con el kit
‘Sistema de deteccion para inmunoensayos
ABC de ratén’ (Santa Cruz Biotechnology,
EEUU) siguiendo las indicaciones del fabri-
cante. Como cromdgeno se utilizdé 3°3
diaminobencidina (DAB) y la coloracion de
contraste se realiz6 con hematoxilina de
Harris. Como controles positivos se utiliza-
ron el ileon y colon ascendente de rat6n y
como control negativo se utilizaron las mis-
mas muestras en las cuales se reemplazo el
anticuerpo primario por BSA 0.1%.

La marcacion especifica de las células
L productoras de GLP-1 se hizo en el eje crip-
ta vellosidad, las cuales se observaron de color
marron dorado. Se contaron las células posi-
tivas en cada muestra, seleccionando 15 ejes
cripta-vellosidad al azar, por corte intestinal,
para todas las porciones intestinales (Zanuzzi
etal., 2010).

Para determinar las diferencias entre los
valores del nimero de células entre las dife-
rentes porciones intestinales y las diferentes
edades, se utilizo el analisis de varianza de un
factor, con un nivel de confianza del 95%.

REsuLTADOS Y DiscusioN

La presencia de células enteroendo-
crinas L (productoras de GLP-1) (Fig. 1) fue
observada en intestino delgado, ciegoy colon
ascendente, ubicandose a lo largo del eje crip-
ta vellosidad, asi como en las criptas colonicas,
con variaciones en numero segln la porcion
(Cuadro 1). En el grupo de recién nacidos
(RN), el yeyuno es la porcion que contiene
mas células L, mientras que en los demas
grupos fue en el yeyuno e ileon.

Respecto a la ubicacion, en el duodeno

se aprecia un aumento sostenido de células L
a partir de los 8 dias. El mayor nimero de
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células L en el yeyuno y el ileon se present6
en los grupos etarios de RN y 35-45 dias de
edad, respectivamente, mientras que en el
ciego y en el colon se observd en el grupo de
animales adultos.

Las células L tienen por funcion censar
el ingreso de algunos nutrientes y secretar
GLP-1 para mantener la homeostasis ener-
gética, directa o indirectamente. La forma
directa es a través de su accionar en el cen-
tro del apetito, ocasionando la saciedad, dis-
minuyendo la motilidad gastrica; mientras que
la forma indirecta es a través de su accion
sobre las células beta pancreaticas, estimu-
lando la secrecion de insulina e incrementando
la proliferacion celular (Stoffers et al., 2000;
Rolin et al., 2002). Una descompensacion de
los mecanismos de la homeostasis energéti-
ca podria devenir en la susceptibilidad del
animal a padecer enfermedades.

El GLP-1 tiene como funcion estimular
la secrecion de insulina (Bayon et al., 2010),
lo cual permite tener reservas energéticas
(Cunningham, 2009), que son de gran impor-
tancia por las altas demandas energéticas de
la cria de alpaca (Cid, 2010). El hallazgo de
este tipo celular desde el nacimiento hasta la
etapa adulta (Cuadro 1) permite establecer
que el rol de la homeostasis energética es
regulado también por las células L, como su-
cede en otras especies (Eissele et al., 1992);
sin embargo, los resultados no ha permitido
esclarecer los altos niveles de glucosa san-
guinea que presentan las alpacas, principal-
mente en los primeros meses de vida.

Las alpacas en la etapa de lactacion
obtienen su fuente energética (glucosa) de la
leche materna. La ingestion de pasturas ocu-
rre a los pocos dias de nacer, pero estos ali-
mentos fibrosos no seran digeridos totalmen-
te hasta que el individuo no tenga un estoma-
go con compartimentos totalmente maduros
y con capacidad de convertir los pastos en
acidos grasos volatiles; sin embargo, esta fi-
bra pasara hacia el ciego y colon donde por
accion bacteriana se convertiran en acidos
grasos de cadena corta, sustancias con gran
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Figural. Células L (flechas) identificadas con anticuerpo monoclonal de ratén anti-GLP-1. a)
Yeyuno, cria de 21 dias de edad, 400x; b) ileon, cria de 27 dias de edad, 400x; c)
Colon ascendente, cria de 21 dias de edad, 400x; d) Colon ascendente, cria recién
nacida, 400x. Coloracion de contraste: hematoxilina de Harris

Cuadro 1. Numero de células enteroendocrinas L en intestino de alpacas (células L/eje
cripta vellosidad), segln grupo etario

(Ifjdizg) n  Duodeno Yeyuno fleon Ciego Colon ascendente
RN 4 063+0.71" 1.73+0.64" 067+0.72" 053+0.64"  0.47+051"
1-7 6 066+0.56" 128+0.63"° 1.23+0.58” 0.39+0.49"  0.58+ 059"
815 6 0.96+0457° 1.17+046" 171+0.88° 049+0.59" 0.6 +0.49°7
16-21 6 0.85+0.48" 123+0.48"° 134+0.50™° 043+0.54"  0.75+ 0.69""
2734 4 1.01+045% 134+0.60" 145+0.65™° 054+0.57"  0.82+058%
3545 6 0.95+0.452° 1.45+0.62% 1.75+0.74° 0.47 +057""  0.84 +0.68%
Adulto 4 117 +0.87° 1.24+0.44°® 13+0.47% 0.6+0.62™ 12 +0.61%

RN = recién nacido y sin ingestion de calostro
123 NGimeros diferentes indican diferencia entre edades (columnas) (p<0.05)
ab¢| etras diferentes indican diferencia entre porciones intestinales (filas) (p<0.05)
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capacidad de ser absorbidas en el yeyuno e
ileon (donde hay mayor ndmero de células L
de acuerdo al presente estudio) y de alli pa-
sar a circulacion sistémica, para almacenarse
en el higado, y convertirse en glucosa cuan-
do el organismo lo requiera. Ademas, estos
acidos de cadena corta al interactuar con sus
receptores en la célula L intestinal, desenca-
denan una cascada intracelular que conlleva
a la produccion y secrecion del GLP-1, el cual
modula parte del metabolismo energético del
individuo (Reimer y McBurney, 1996; Tolhurst
etal., 2012).

En el presente estudio se demuestra la
presencia de células L en intestino de alpacas
desde el nacimiento. En otros estudios se han
utilizado las porciones distales del intestino
que es donde se encuentran en mayor canti-
dad, como es el caso del ileon (Ritzel et al.,
1997) y colon (Cani et al., 2007) de ratas, en
el yeyuno e ileon de cerdos y humanos
(Eissele et al., 1992) y en ileon y yeyuno de
cuyes lactantes (Anglas, 2012). La ubicacion
de estas células en porciones distales del in-
testino delgado o en el colon es debido a su
fisiologia. Estas células, a nivel del lumen in-
testinal detectaran la presencia de sustancias
como carbohidratos (Margolskee et al.,
2007), lipidos y péptidos (Hall et al., 2003)
que no han sido absorbidos en las primeras
porciones intestinales. Al detectarse estas
sustancias se activara a nivel intracelular el
CAMP (Rozengurt y Sternini, 2007), el cual
desencadenara un proceso que permitira la
salida del calcio del reticulo endoplasmatico
para que este movilice vesiculas que contie-
nen GLP-1 y pasen a la sangre.

Asimismo, los transportadores de glu-
cosa SGLT-1 a nivel apical y GLUT-2 a nivel
basolateral del enterocito permitiran el ingre-
so de glucosa, el cual formard ATP, que ce-
rrara canales de K despolarizando la mem-
brana celular y abriendo los canales de cal-
cio para que ingrese a la célula y permita la
secrecion de GLP-1. Este seria el mecanis-
mo por el cual en alpacas se da la secrecion
de GLP-1, ya que estos animales cuentan con
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transportadores de glucosa desde el nacimien-
to (Rodriguez et al., 2012). Ademas de estos
mecanismos de secrecidn, el GLP-1 es
secretado por la accion colinérgica de las ter-
minaciones nerviosas del vago, especialmen-
te en las porciones del intestino delgado pos-
terior y el colon (Abello et al., 1994; Balks et
al., 1997), como por ejemplo en el ileon de
cerdos (Hansen et al., 2004).

La secrecion de GLP-1 en la parte final
del intestino delgado y colon, se debe a que el
organismo trata de potenciar la homeostasis
energética a partir de sustancias no absorbi-
das en las primeras porciones intestinales
(Elliott et al., 1993); ademas de permitir un
mejor trabajo por el pancreas endocrino al
estimular la secrecion de insulina y el incre-
mento de las células beta por accion del
GLP-1 (Stoffers et al., 2000; Rolin et al.,
2002).

CONCLUSIONES

e Las células L en alpacas se encuentran
presentes desde el primer dia de vida, lo
que indicaria su actividad sobre la regu-
lacion de la glucemia en esta especie
desde el nacimiento.

e El yeyuno e ileon son las porciones in-
testinales que contienen el mayor nime-
ro de células L en la alpaca.
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